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English Translation of Title and Abstract, from AU 44413/93: 

Granulocyte-binding antibody constructs, their preparation and use 

The present invention describes granulocyte-binding antibody constructs, which were 
derived from the monoclonal mouse antibody MAk BW 250/183, as well as a process for 
their preparation and their use. 
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@ Granulozytenbindende Antikorperfragrnente, ihre HersteJlung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung beschreibt schwere und ieichte 
Antikorperketten mit Spezifitat fur NCA 95, die von dern 
monoklonalert Maus-Antik&rper BW 250/183 abgeteitet wur- 
den. sowie sin Verfahren zu seiner Herszellung und seine 
Verwendung in Therapie und Diagnose. 



CO 
ID 



CM 

3 



Die folaondan Anaaban siird den vom Anrnalder einseraiehten Unterlagen entnommen 



19 02 07 20:59 



P Lecca 



33149737823 



DE 42 25 853 Al 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung beschreibt granulozytenbindende An tikorp erf ragmen te, die von dem monoklona- 
len Mausantikorper MAk BW 250/183 (EP-A1-0 388 914) abgeleitet wurden, sowie ein Verfahren ihrer Herstel- 
5 lung und ihre Verwendung. 

Der monoklonale AntikGrper MAk BW 250/183 ist ein monokionaler Mausantikorper des IgGl -Kappa Typs, 
der gegen das "nonspecific crossreacting antigen" (NCA) 95 und gegen das carcmoembryonale Antigen (CEA) 
gerichtet ist und keine unerwunschten Kreuzreaktionen mit menschlichen Normalgeweben auBer der Colon 
mucosa hat. Seine Bindung an Granulozyten und Granulozytenvorlaufer im Knochenmark ermoglicht auch eine 
io in vivo Anwendung. 

Bei der Anwendung von monoklonalen Antikorpern (MAk) fur die in vivo Therapie beim Menschen kommen 
im allgemeinen Antikorper zum Einsatz, die aus Nagern vor allem aus Mausen isoliert wurden. Die wiederholte 
Application hoher Dosen von Antikorpern nicht menschlichen (xenogenen) Ursprungs bei der in vivo Therapie 
kann jedoch zu einer Immunreaktion der Patienten fiihren. Sie entwickeln nach etwa 10—14 Tagen humane 

15 anti-Maus Immunglobulin-Antikorper (HAM A). Eine solche Therapie muB nach 1 0 Tagen abgebrochen werden 
und kann nicht wieder aufgenommen werden. 

Mit Hilfe molekularbiologtscher Methoden ist es mittlerweile gelungen, die xenogenen Antikorper so zu 
verandern, daS sie fur den Menschen nicht mehr oder nur noch sehr schwach immunogen sind und trotzdem ihre 
Antigenbindungsfahigkeit behalten. In einem ersten Schritt wurden dabei in den Genen, die fur die H- und 

20 L-Ketten der xenogenen MAk kodieren die konstanten Exons (ChI, Ch2, Ck3, Cl) gegen Exons aus menschli- 
chen Immunglobulingenen ausgetauscht (Boulianne, G.L„ Nobumichi Hozumi, and Marc J. Shulman (1984) 
Nature 321,643—646). Auf diese Weise erhatt man sogenannte chirnare Antikorper, die aus variablen Domanen 
xenogenen Ursprungs und menschlichen konstanten Bereichen bestehen. Diese chim&ren Antikorper enthalten 
noch etwa 30% xenogene Proteinsequenzen, so daB bei ihrer Verwendung in der Immuntherapie noch imnier 

25 eine wenn auch schwachere Immunreaktion der Patienten zu erwarten ist (Brflggemann, Greg Winter, 
Herman Waldmann, and Michael S. Neuberger (1989) J. Exp. Med. 170,2153—2157). 

Urn die Immunogenitat von xenogenen Antikorpern weiter zu reduzieren, wurden von G. Winter und M. 
Neuberger 1986 eine Technik entwickelt, bei der nur die CDR-Loops der Vl- und VH-Domanen der xenogenen 
Antikorper auf V L - und Vn-Domanen von menschlichen Antikorpern ubertragen werden (Jones, P.T., Paul H. 

30 Dear, Jefferson Foote, Michael S. Neuberger, and Greg Winter (1 986) Nature 321, 522-525), ein Vorgang der als 
"Humanisierung" bezeichnet wird und sich auf der Ebene der Vh- und VL-Gene abspielt Die strukturelle 
Variability der Vh- und VL-Domanen beschrankt sich im allgemeinen auf die CDR-Loops. 

In der vorliegenden Erfindung werden nun Antikorperketten beschrieben, welche spezifisch fur menschliche 
Granulozyten sind und bei denen zumindest die CDR-Regionen der schweren und leichten Ketten vom Maus 

35 MAk BW 250/183 stammen (EP-A1-0 388914). Die iibrigen Teile des MAkstammen vorzugsweise von menschli- 
chen Antikorpern. 

Die wesentlichen Schritte bei der Humanisierung eines Antikorpers sind im allgemeinen: die Klonierung und 
Nukleinsauresequenzanalyse der spezifischen Vh- und VL-Gene, den Computer-unterstutzten Entwurf der 
synthetischen Oligonukleotide fur die ttbertragung der CDR-Loops auf die menschlichen V H - und Vl- Domanen 
40 und die Obertragung der CDR-Loops auf die menschlichen Vh- und VL-Domanen mittels spezifischer Mutage- 
nese (Riechmann, L., Michael Clark, Herman Waldmana and Greg Winter (1988) Nature 332, 323—327; Verho- 
cyen, M., Cesar Milstein, and Greg Winter (1988) Science 239, 1534—1536). 

Die Durehfuhrung der Humanisierung des MAk BW 250/183 nach dem allgemeinen Verfahren fuhrte nun zu 
einem humMAk, der eine reduzierte Antigenbindungsstarke im Vergleich zum murinen MAk BW 250/183 hat. 
45 Oberraschenderweise fuhrte erst der zusatzliche Austausch einer weiteren Aminosaure in der Vi_-Domane zu 
einem humMAk, der ahnliche Antigenbindungseigenschaften wie der Maus MAk BW 250/183 hat 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine mutagenisierte variable Domane der humanisierten leichten Kappa- 
Kette gemafi Tabelle lc ("CDR-grafted" leichte Antikorperkette) und eine variable Domane der humanisierten 
schweren Kette gemaB Tabelle la bzw. deren funktionell aquivalente Varianten davon ["CDR" steht fur "Corn- 
so plementary Determining Regions"). Unter funktionell aquivalente Varianten versteht man im Sinne der Erfin- 
dung im allgemeinen Varianten der erfindungsgemaBen leichten bzw. schweren Antikorperketten, die an NCA 
95 und CEA binden, jedoch nicht an menschlichen Normalgeweben auBer der Colon mucosa, die spezifisch an 
menschliche Granulozyten bzw. Granulozytenvorlaufer binden und die eine im Vergleich zum korrespondieren- 
den Maus MAk ahnlich AffmitSt zum Antigen besitzen, die vorzugsweise nicht um den Faktor ca. 1 0, insbesonde- 
55 re ca. 5, vor altem ca. 0,5 zum korrespondierenden Maus MAk abweicht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein molekulares Konstrukt, bestehend aus der Aminosaurekette 
gemaB Tabelle 1 a oder lc und weitere mit den genannten Sequenzen verkniipftc Aminosaureketten, wobei diese 
Aminosaureketten verschieden von den erfindungsgemaBen Sequenzen und vorzugsweise Teile eines humanen 
AntikSrpers sind, beispielsweise Teile der konstanten Bereiche der schweren und leichten Ketten. Die weiteren 
eo molekulare Konstrukte sind beispielsweise single domain Fragmente oder single chain Fragmente. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt auch humanisierte monoklonale AntikSrper (humMAk) oder funktionell 
aktive Teile davon, die die erfindungsgemaBen leichten Antikorperketten und schweren Antikorperketten 
enthalten. Funktionell aktive Tcilc davon sind beispielsweise F(ab)- oder F(ab')-Fragmente mit einer oder 
mehreren Hinge-Regionen. 

65 Ferner konnen die erfindungsgemaBen molekularen Konstrukte oder die erfindungsgemaBen humMAk Ef- 
fektor- oder Report ermolekiile enthalten, beispielsweise ein Chelat zur Komplexierung mit Metallionen (z. B. 
EDTA, DTPA), ein Toxin (z. B. Ricin), eine zweite Binderegion anderer Spezifitat bzw. mit katalytischen Eigen- 
schaften und/oder ein Enzym.AIs Enzyme sind alle im menschlichen Organismus nicht vorkommenden Enzyme, 

2 
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wie beispielsweise die fJ-Lactamase oder die Carboxipeptidase bevorzugt Von den im menschlichen Organismus 
vorkomrnenden Enzymen konnen im allgemeinen die Enzyme verwendet werden. die extrazellular vorzugsweise 
in geringen Konzentrationen vorkommen. wie beispielsweise alle lysomalen Glucuronidase!! oder aile Sialida- 
sen, vorzugsweise die humane Sialydase, die bevorzugt das Sialyl Lew* Epitop zu Lew x modifiziert. Die Sialidase 
ist besonders vorteilhaft bei der Behandlung von Patienten, deren Kxankheit durch eine veranderte Funktionder 
Granulozyten verursacht ist, wie z. B. bei der Sepsis- Die erfindungsgemaBen Konstrukte oder die erfindungsge- 
maBen humMAk konnen beispielsweise auch nach der Methode von Schwarz (Schwarz, A. & Steinstrasser, A. 
(1987). A novel approach to TC-99 labelled monoclonal antibodies J. Nud. Med-, 28, 721) mit Tc-99m oder getnaB 
allgemein bekannten Methoden mit Re oder Y markiert werden. Die Markierung mit Tc-99m ist hierbei 
bevorzugt. 

Die Erfindung schlieBt im altgemeinen auch jede beliebige andere Markierung mit Alpha-, Beta- oder Gam- 
rna-Strahlen ein. Die Verkniipfung der erfindungsgemaBen Sequenzen nih je nach Verwendung befiebigen 
Aminosaure-Resten kann entweder chemisch Yorgenomrnen werden, oder cnit Hiif e gentechnologischer Metho- 
den, indera die erfindungsgema&e Sequenz bzw. die schweren oder leichten Ketten mit dem fur das zu verknUp- 
fende Molekul nach allgemem bekannten Verfahren chemisch oder gentechnisch verbunden werden. Die erfin- 
dungsgemaBen Sequenzen selbst konnen ebenso chemisch oder gentechnologisch hergestelit werden. Die 
erfindungsgemaBen Sequenzen selbst konnen ebenso chemisch oder gentechnologisch hergestelit werden In 
dem Fall, dafi der hurnMAk nicht atis einem intakten Amikorpermolekiil besteht sondern aus einem Fab oder 
F(ab J )2 Fragment, werden bei der IConstruktion der Gene fur die schweren Ketten die mit der Entfernung des Fc 
Tens des Antikorpers verloren gegangenen 3' Reguiationssequenzen (Stop Codon,3 r nichttransiatterter Bereich 
und poly-A Additions signai) durch das C3 Exon, den 3 r nicht-translatierten Bereich und das poly-A Additionssi- 
gnal eines rnenschiichen MHC Klasse 1 Gens, vorzugsweise eines HLA B27 Gens f ersetzt Die Herstellung der 
erfindungsgemaBen Sequenz kann wiederurn entweder chemisch oder gentechnologisch nach fur den Fachmann 
bekannten Verfahren erfolgen. 

Fiir die gentechnologische Herstellung der erfindungsgemaBen Aminosauresequenzen bzw. deren molekulare 
Konstrukte kann die Wirtszelle im allgemeinen mit zwei oder mehr Vektoren transfiziert werden. Der erste 
Vektor enthalt beispielsweise ein Operon, das fur ein von einer leichten Antikorperkette abgeleitetes Polypeptid 
kodiert und der zweite Vektor enthait beispielsweise ein Operon, das fur ein von einer schweren Antikorperket- 
te abgeleitetes Polypeptid kodiert Vorzugsweise sind diese beiden Vektoren rait Ausnahme der fur die leichten 
und schweren Ketten kodierenden Bereiche identisch. um eine mdglichst gleich gute Expression der leichten und 
schweren Ketten zu gewahrleisten. Die weiteren Vektoren enthalten im allgemeinen selektierbare Marker. 

Alternattv kann fiir dieTransfektion der Wirtszelle auch ein Vektor verwendet werden, weicher sowohl die fur 
die leichte Kette kodierenden als auch die fur die schwere Kette kodierenden DNA-Sequenzen enthalt. 

Die DNA Sequenzen, welche fQr die leichten und schweren Ketten kodieren, bestehen entweder aus genonv 
ischen Sequenzen oder aus cDNA Sequenzen oder aus einer Mischung von beiden. Vorzugsweise bestehen die 
genannten DNA Sequenzen zumindest teilweise aus genomischer DNA. 

Die Wirtszelle, welche fur die Expression des in dieser Erfindung beschriebenen humMAk verwendet wird, ist 
bevorzugt erne eukaryotische Zelie, im besonderen eine Saugerzelle, wie zum Beispiel eine BHK-Zelle, eine 
CHO-2elie oder eine myeloide Zelle. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind daher auch Klonierungs- und Expressionsvektoren 
und transfizierte Zelleru Zudem umf aBt die Erfindung therapeutische und diagnostische Formulierungen, die den 
erfindungsgemaBen humMAk enthalten und deren Herstellung sowie die Verwendung solcher Kompositionen 
in derTherapte und Diagnose von vorzugsweise Entzundungen und/oder in das Knochenmark metastasieren- 
den Tumoren, insbesondere Mammakarzinom, Lymphom, Prostatakarzinom oder kleinzelliges Lungenkarzi- 
nom. 

Die generellen Methoden, mit denen die Vektoren konstruiert werden konnen, die Transfektionstechnologie 
und die Zellkulturtechnologie sind dem Fachmann bekannt und zum Beispiel von Maniatis (Sambrook, Fritsch, 
Maniatis; Molecular Cloning, A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory, S- 11—44, 51 — 127, 
133-134, 141, 146, 150—167, 170, 188-193, 197-199,248-255,270— 294,310- 328,364-401,437 -506(1982); 
Sambrook, Fritsch, Maniatis; Molecular Cloning, A Laboratory ManuaL Second Edition; Cold Spring Harbor 
Press, S. 1 6.2 — 1 6.22, 1 630 - 1 6.40, 16.54-1 6.55 (1989) bsschrieben. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand eines Beispiels naher beschrieben: 

Beispiel 1 

Die V-Gen Sequenzen des Maus MAk BW 250/1 S3 ist in EP-A1 -388914 beschrieben (MAk A): 
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VH 

QVQLQESGGGIiVQPGGS L R I. 
CAGGTCCAACTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 
10 20 30 40 50 60 

10 

SCATSGFS DYYMNWVRQP PG 
TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 

15 

KALEWLGFISNKPNGHTTEY 
20 AAAGCACTTGAGTGGTTGGGTTTTATTTCAAACAAACCTAATGGTCACACAACAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 

K SASVKGRFTISRDNSQSXLY. 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
190 200 210 220 230 240 

30 

LQMNTLRAEDSATYYCARDK 
CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
35 250 260 270 280 290 300 

GIRWYFDVWGQGTT VTVS S 
40 GGAATACG ATGGT ACTTCG ATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTC ACCGT CTCCT CA 
310 320 330 340 350 

45 



50 



55 



60 



65 
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VK 



DIQLTQSPAXLSASPGEKVT 
GACATTCAGCTGACCCAGTCTCCAGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACA 
10 20 30 40 50 60 

MTCRASSSVSYMHWYQQKPG 
ATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



SSPKFWIYATSNLASGVPAR 
TCCTCCCCCAAACCCTGGATTTATGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGC 
130 140 150 160 170 180 

FSGSGSGTSYSLTIIRVWAE 
TTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAA 
190 200 210 220 230 240 



DAATYYCQQ VSSNPLTFGA G 
GATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGG 
250 260 270 280 290 300 



T K L E I 
ACCAAGCTGGAGATC 
310 



Als menschliche Empfanger V-Domanen wurden die Myelomproteine NEW (VH) und REI (VL) verwendet 
(Poljak, R.J., Ainzel, L.M, Chen, B.l 7 Phizackeriey, R.R, Saul, F.(I974) Proa Natl, Acad Sci. USA 71 3440-3444; 
Palm, W., Hilschmann, N. (1973) Z. PhysioL Chent 354, 1651 - 1654; Palm, W„ Htlschmann, N. (1975) Z. Physiol. 
Chem, 356, 167— 191 ). Beim Entwurf der Oligonukleotide fur die Transplantation der CDR Regionen des MAk 
BW 250/ 1 83 auf die menschlichen Empfanger V-Doraanen wurde, wie bei Riechmann, L., Michael Clark, Herman 55 
Waldmann, and Greg Winter beschrieben (Nature 332, 323—327, 1988), verfahren: 

Die Humanisierung wurde nach der von L. Riechmann et al. und Giissow und Seemann beschriebenen 
Metbode vorgenoramen, wobei bei der schweren ICette zusatzlich zu den CDR Bereichen (Tramontano, A:, 
Chothia, C, Lesk, AM, (1990) }. Mol Biol. 215, 175-182) die Aminosaureposition 27 in NEW von Ser uach Phe 
verandert, die Aminosaurepositioneii 28 NEW und 29 NEW deletiert und die Position 7 1 NEW von Vai nach Arg eo 
verandert wurde. 

Daraus resultieren fotgende Oligonucleotide ftir die spezifische Mutagenese: 



65 
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250/183 VX CDR1: 

5 5' CTG CTG GTA CCA GTG CAT GTA ACT TAC ACT TGA GCT 

GGC CCT ACA GGT GAT GGT 3 1 



250/183 VX CDR2: 

5' GCT TGG CAC ACC AGA AGC CAG GTT GGA TGT GGC GTA 
GAT CAG CAG 3' 



250/183 VTC CDR3: 

5" CCC TTG GCC GAA CGT GAG CGG GTT ACT ACT CCA CTG 
CTG GCA GTA GTA GGT 3 1 

2 50/183 VH CDRl: 

5' CTG TCT CAC CCA GTT CAT GTA GTA ATC GCT GAA GCC 
AGA CAC GTT 3' 



250/183 VH CDR2 : 

5» CTT GCT GGT GTC TCT GAG CAT TGT CAC TCT ACC CTT 
CAC GGA TGC GCT GTA CTC GGT TGT GTG TCC GTT AGG 
CTT GTT TGA AAT AAA TCC AAT CCA CTC 3 1 



250/183 VK CDR3 i 

55 5' GCC TGG ACC CCA GAC ATC GAA GTA CCA TCG TAT TCC 

CTT ATC TCT TGC ACA ATA 3 1 



Fur die Mutagenesen wurden die Vh und Vk. Gene des humanisierten anti Lysozyrn Antikorpers Dl-3 
{Verhoeyen, M., Michael, Ctark, Herman Waldmann, Greg Winter (1988), Nature 532, 323—327) verwendet 
Daraus resulticrten die in Tab. la und lb dargestellten Sequenzen der ersten humanisierten Versionen der Vh 
und V K Gene des MAk 250/183. 
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Tabelle la:25Q VHhum 



CAG GTC CAA CTG CAG GAG AGC GGT 
gin val gin leu gin glu ser gly 

CAG ACC CTG AGC CTG ACC TGC ACC 
gin thr leu ser leu thr cys thr 

TAG ATG AAC TGG GTG AGA CAG CCA 
tyr met asn trp val arg gin pro 

ATT GGA TTT ATT TCA AAC AAA CCT 
ile gly phe ile ser asn lys pro 

AGT GCA TCT GTG AAG GGT AGA GTG 
ser ala ser val lys gly arg val 

AAG AAC CAG TTC AGC CTG AGA CTC 
lys asn gin phe ser leu arg leu 

ACC GCG GTC TAT TAT TGT GCA AGA 
thr ala val tyr tyr cys ala arg 

TTC GAT GTC TGG GGT CAA GGC AGC 
phe asp val trp gly gin gly ser 



CCA GGT CTT GTG AGA CCT AGC 
pro gly leu val arg pro ser 

GTG TCT GGC TTC AGC GAT TAC 
val ser gly phe ser asp tyr 

CCT GGA CGA GGT CTT GAG TGG 
pro gly arg gly leu glu trp 

AAT GGT CAC ACA ACA GAG TAC 

asn gly his thr thr glu tyr 

ACA ATG CTG CGA GAC ACC AGC 
thr met leu arg asp thr ser 

AGC AGC GTG ACA GCC GCC GAC 
ser ser val thr ala ala asp 

GAT AAG GGA ATA CGA TGG TAC 
asp lys gly ile arg trp tyr 

CTC GTC ACA GTC TCC TCA 
leu val thr val ser ser 



50 



55 



60 



65 
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TabeLle lb:250Vkhum 

GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC AGC GTG 
asp ile gin met thr gin ser pro ser ser leu ser ala ser val 

GGT GAC AGA GTG ACC ATC ACC TGT AGG GCC AGC TCA AGT GTA AGT 

10 

gly asp arg val thr ile thr cys arg ala ser ser ser val ser 

TAC ATG CAC TGG TAG CAG CAG AAG CCA GGT AAG GCT CCA AAG CTG 
tyr met his trp tyr gin gin lys pro gly lys ala pro lys leu 

CTG ATC TAC GCC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGT GTG CCA AGC AGA 
leu ile tyr ala thr ser asn leu ala ser gly val pro ser arg 

TTC AGC GGT AGC GGT AGC GGT ACC GAC TTC ACC TTC ACC ATC AGC 
phe ser gly ser gly ser gly thr asp phe thr phe thr ile ser 

30 AGC CTC CAG CCA GAG GAC ATC GCC ACC TAC TAC TGC CAG CAG TGG 

ser leu gin pro glu asp ile ala thr tyr tyr cys gin gin trp 

35 AGT AGT AAC CCG CTC ACG TTC.GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC 

ser ser asn pro leu thr phe gly gin gly thr lys val glu ile 

40 AAA CGT 

lys arg 

45 Die humanisierten Vh und Vl Gene wurden in Expressionsvektoren kloniert, welche das humane IgG3 Gen 
(DE-A1-38 25 615) und das humane Ck Gen (Hieter, pA., Maizel, J.V., Ledei\ P. (1982), J. Biol Chem. 257, 
1516—1522; enthalten und zusammen mtt geeigneten, Selektionsmarker-tragenden Plasmiden wie z> B. 
pRMHH (Hudziak, R.M., Laski, F.A., RajBhandary, U.L., Sharp, P.A, Capecchi, M.R. (1982) Cell 31, 137- 146) 
Oder pSV2 dhfr (Lee, R, Mulligan, R., Berg, P., Ringold, G. (1981) Nature 294, 228) in Sfiugerzellen transflziert 

so (Wirth, M„ Bode, J., ZettimeiBI,G.,Hauser, H.(1988) Gene 73,419—426. 

Die Charakterisierung dieser ersten Version des humanisierten Amikorpers (gemaB Beispiel 2) zeigte jedoch 
im Vergleich zum Maus MAk stark reduzierte AFfinitat zum Antigen. 

Bei einer erneuten Mutagenese der AminosSuresequenzen wurde bei der Vl Domane zusatzlich zu den CDRs 
die Aminosaureposition REI 46 von Leu in Pro verandert. Daraus resultierte folgendes Oligonukleotid (250/183 

55 Vk CDR2ncu) fur die Mutagenese des CDR2 der ersten Version des humanisierten 250/183 Vk. Gens: 

250/183 Vk CDR2 neut 

60 

5' GCT TGG CAC ACC AGA AGC CAG GTT GGA TGT GGC GTA 
GAT CAG CGG CTT TGG AGC CTT 3 1 

65 

Die aus dieser Mutagenese resultierende Sequenz der zweiten Version des humanisierten leichten Ketten 
V-Gens ist in TabeHe 1c dargestellt. 
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Tabeiie lc:250VKhum 

GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC AGC GTG 
asp ile gin met thr gin ser pro ser ser leu ser ala ser val 

GGT GAC AGA GTG ACC ATC ACC TGT AGG GCC AGC TCA AGT GTA AGT 
gly asp arg val thr ile thr cys arg ala ser ser ser val ser 

TAC ATG CAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGT AAG GCT CCA AAG CCG 
tyr met his trp tyr gin gin lys pro gly lys ala pro lys pro 

CTG ATC TAC GCC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGT GTG CCA AGC AGA ^ 
leu ile tyr ala thr ser asn leu ala ser gly val pro ser arg 

TTC AGC GGT AGC GGT AGC GGT ACC GAC TTC ACC TTC ACC ATC AGC ^ 
phe ser gly ser gly ser gly thr asp phe thr phe thr ile. ser 

AGC CTC CAG CCA GAG GAC ATC GCC ACC TAC TAC TGC CAG CAG TGG ^ 
ser leu gin pro glu asp ile ala thr tyr tyr cys gin gin trp 

AGT AGT AAC CCG CTC ACG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC ^ 
ser ser asn pro leu thr phe gly gin gly thr lys val glu ile 

AAA CGT 40 
lys arg 

Beispiel 2 45 

Immunologische Pruning dcs BW 250/1 S3 hum . 

ClberstiLnde von BHK Zellen. die mit den DNA-Konstrukten der zweiten Version des hum 250/183 rransfizrert 
wtirden, wurden auf humMAk Gehalt und Spezif itat des htimMAk gepruft 50 
Hierzu wurden 2 verschiedene ELISA-Tests eingesetzt: 

a) ELISA zur Bestimmung der humanen IgG Konzentration 

b) Epitop-Kompetitions- ELISA auf Festphasenantigen 

zu a) Der ELISA zur Bestimmung der humanen IgG IConzentration wurde entsprechend der bei Johannson 55 
et aL (I Immunol Methods 87, 7— 1 1) beschriebenen Methode durchgefuhrt. 

Als Festnhasenantikorper wurde ein Ziege ami human IgG (Southern Biotechnology Associates (Best Nr. 
2040-01) r:300 verdunnt Als Nachweisantikdrper diente ein alkalischer Phosphatase-markierter Ziege ami 
human kappa-Antikorper von der gleichen Firma (Best.Nr.: 2060-04), der mit einer Verdiinnung von 1 : 2d0 50 
eingesetzt wurden. 

zu b) Der Epitop-Kompetitions-ELISA wurde ebenfalls wie bei Johannson et a], (s. o.) beschneben durchge- 
fuhrt. Allerdings wurden die Polystyrolplatten mit 75 u.1 CEA von eirter Konzentration von 15 u/m! gecoatet. Der 
Transfektomfiberstand, der 200 ng/ml hum 250/183 enthielt wurde mit gleichen Volumen verschiedener Kon- 
zentrationen (1 : 2 verdunnt) der murinen Kompetitoren versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inku- 55 
biert. AnschlieBend wurde das Gemisch fur 20 Stunden bei Raumtemperatur auf die CEA-Festphase gegeben 
und der CEA-gebundene hum 250/183 mittels ernes X : 250 verdiinnien mit aikalischer Phosphatase markiertem 
Ziege anti human kappa-Amlkorper (Best_Nr.: 2060-04) der Firma Southern Biotechnology Associates nachge- 
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wiesen. 

Ergebnis 

5 Mittels des ELISAs zum Nachweis von humanem IgG konnten CNberstande von transfizierten BHK-Zellen 
gefunden werden, die *s 200 ng humanes IgG enthielten. Diese Ofaerstande wurden dann in einem Epitop-Kom- 
petitions-EUSA auf SpezifitSt geprUft 

Figure X zeigt, daB von den zur Kompetition im OberschuB eingesetzten murinen MAk nur der MAk 
BW 250/183 die Bindung des hum 250/183 an sein CEA-NCA95 spezifisches Epitop, welches auf der Festphase 

10 fixiext war, dosisabhangig inhibiert Die MAk BW 431 /26 und BW 374/14, die andere Epitope auf CEA erkennen 
(Bosslet, IC, et al„ Int J, Cancer 36, 75—84, 1985; s. o.) beemflussen die Bindung des hum 250/183 ebenso wenig 
wie der TFp-spezifische MAk BW 494/32 (Bosslet, et ah Cancer Immunol Immunother. 23, 185—189, 1986). 
Diese Daten zeigen, dafi die Humanisierung des MAk BW 250/133 die Epitopspezifitat nicht meBbar verSndert 
hat, d. h.die Spezifitat des hum 250/183 ist identisch mit der des Maus MAk BW 250/183. 

15 

Patentanspruche 
1. Leichte Antik6rperkette,enthaltend die Aminosauresequenz 
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oder funktionell aquivalente Varianten davon. 




















2. Schwere Antikorperkette, enthaltend die Aminosauresequenz 














gin 


val 


gin 


leu 


gin 


glu 


ser 


gly 


pro 


gly 


leu 


val 


arg 


pro 


40 


ser 


gin 


thr 


leu 


ser 


leu 


thr 


cys 


thr 


val 


ser 


gly phe 


ser 




asp 


tyr 


tyr 


met 


asn 


trp 


val 


arg 


gin 


pro 


pro 


gly 


arg 


gly 


45 


leu 


glu 


trp 


ile 


gly 


phe 


ile 


ser 


asn 


lys 


pro 


asn 


gly 


his 


thr 


thr 


glu 


tyr 


ser 


ala 


ser 


val 


lys 


gly 


arg 


val 


thr 


met 




leu 


arg 


asp 


thr 


ser 


lys 


asn 


gin 


phe 


ser 


leu 


arg 


leu 


ser 


50 


ser 


val 


thr 


ala 


ala 


asp 


thr 


ala 


val 


tyr 


tyr 


cys 


ala 


arg 


asp 


lys 


gly 


ile 


arg 


trp 


tyr 


phe 


asp 


val 


trp 


gly 


gin 


gly 




ser 


leu 


val 


thr 


val 


ser 


ser 

















55 oder funktionell kquivalente Varianten davoa 

3* Molekulares Konstrukt enthaltend die Sequenz nach Attspruch 1 und/oder 2 und weitere mit den 
genannten Sequenzen verkniipf te Amino saureketten. 

4. Molekularcs Konstrukt nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da3 die weiteren Aminosaureketten 
Teile eines humanen Antikorpers und verschieden von den Sequenzen gernaB Tabelle 1 a oder 1 c sind. 
eo 5. Molekulares Konstrukt nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Konstrukt ein single 

domain Fragment oder ein single chain Fragment ist. 

6. Humanisierter Antikorper oder funktionell aktive Teiie davon, dadurch gekennzeichnet, daB er eine 
Eeichte Antik6rperkette nach Anspruch 1 und eine schwere Antikorperkette nach Anspruch 2 enthalt. 

7. Humanisierter Antikorper nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die funktionell aktiven Teile 
65 ein F(ab)- oder ein F(ab')- Fragment mit einer oder mehreren Hinge- Regionen isL 

8. Molekulares Konstrukt nach rnindestens einem der Anspruche 3—5 oder humanisierter Antikdrper nach 
Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB es markiert ist, vorzugsweise mit Tc-99m. 

9. Molekulares Konstrukt nach rnindestens einem der Anspruche 3—5 oder humanisierter Antikorper nach 

10 
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Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet. daB es mit einem Effekiormolekiil verbunden 1st. 

10. Molekulares Konstrukt oder humanisierter Antikorper nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Effektormolekul ein Enzym, ein Toxin, ein Chelatbildner und/oder erne weitere Antigenbindungsstelle, 
vorzugsweise mit katalytischer Akiivitat ist. 

1 1. Molekulares Konstrukt oder humanisierter Antikorper nach Anspruch 1 0. dadurch gekennzeichnet, daB 5 
das Effektormolekul Sialidaseaktivitat besitzt. 

12. Polynukleotid, das fur die Antikorperkette nach Anspruch 1 oder 2 kodiert, 

1 3. Polynukleotid mil der Scqucnz 

GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG 
GTG GGT GAC AGA GTG ACC ATC ACC TGT AGG GCC 
GTA AGT TAG ATG CAC TGG TAG CAG CAG AAG CCA 
CCA AAG CCG CTG ATC TAC GCC ACA TCC AAC CTG 
GTG CCA AGC AGA TTC AGC GGT AGC GGT AGC GGT 
ACC TTC ACC ATC AGC AGC CTC CAG CCA GAG GAC 
TAC TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCG CTC 
CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA CGT 

kodierend filrdie leichte AntikOrperkette oder 

CAG GTC CAA CTG CAG GAG AGC GGT CCA GGT CTT 
AGC CAG ACC CTG AGC CTG ACC TGC ACC GTG TCT 
GAT TAC TAC ATG AAC TGG GTG AGA CAG CCA CCT 
CTT GAG TGG ATT GGA TTT ATT TCA AAC AAA CCT 
ACA ACA GAG TAC AGT GCA TCT GTG AAG GGT AGA 
CTG CGA GAC ACC AGC AAG AAC CAG TTC AGC CTG 
AGC GTG ACA GCC GCC GAC ACC GCG GTC TAT TAT 
GAT AAG GGA ATA CGA TGG TAC TTC GAT GTC TGG 
AGC CTC GTC ACA GTC .TCC TCA 

kodierend fur die schwere Anukdrperkette. 

14. Vektor, enthaltend ein Polynukleotid nach Anspruch 12 oder 13- 45 

1 5. Wirtszelle, enthaltend ein Polynukleotid nach Anspruch 1 2 oder 1 3 oder einen Vektor nach Anspruch 1 4. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine BHK-, CHO- oder myeloide Zelle ist 

17. Verfahren zur Herstelhmg eines molekularen Konstrukts oder eines humanisierten AntikSrpers nach 
mindestens einem der Anspriiche 3— 1 \ t dadurch gekennzeichnet, daB 

a) in einem Expressionsvektor ein Operon hergestelit wird> das ein Polynukleotid nach Anspruch 12 50 
oder 13 enthalt; 

b) dergenannte Expressionsvektor in eine Wirtszelle eingebracht wird; und 

c) die Wirtszelle kultiviert; und 

d) das rnolekulare Konstrukt isoliert wird. 

18. Verfahren zur Herstellung eines molekularen Konstrukts oder eines humanisierten Antikorpers nach 55 
mindestens einem der Anspriiche 3—11, dadurch gekennzeichnet daB 

a) eine Wirtszelle nach Anspruch 15 oder 16 kultiviert und 

b) das rnoiekulare Konstrukt isoliert wird. 

19. Verwendung der molekularen Konstrukte oder humanisierten Antikorper nach mindestens einem der 
Anspriiche 3—11 zurn Nachweis von Entziindungen und/oder zum Nachweis von in das Knochenmark eo 
metastasierenden Tumoren, vorzugsweise Mammakarzinom, Lymphom, Prostatakarzinom oder kleinzelli- 
ges Lungenkarzinota 

20. Verwendung der molekularen Konstrukte oder humanisierten Antikorper nach mindestens einem der 
Anspriiche 3—11 zur Herstellung eines Arzneimittels gegen Entziindungen und in das Knochenmark 
metastasierenden Tumoren, vorzugsweise Mammakarzinom, Lymphom, Prostatakarzinom oder kleinzelli- 65 
ges Lungenkarzinom. 

21. Diagnostikum, enthaltend ein molekulares Konstrukt oder einen humanisierten Antikorper nach minde- 
stens einem der Anspriiche 3—11. 
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22. Arzneimittel, enthaltend em molekuJares Konstrukt oder cincn humanisierten Antikdrper nach minde- 
stens einem der Anspriiche 3—11. 
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